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１． 本課題の研究の背景、目的、関係するプロジェク

トとの関係 

 蛋白質の天然構造は X 線結晶構造解析、NMR

などの手法を用いて精力的に研究がおこなわれ

ているが、生理的条件下で天然状態と平衡にある

変性状態の構造研究は大変に遅れている。この変

性構造の実態を明らかにすることは、蛋白質の安

定性の定量的評価、folding 機構などを理解する

ために重要な基本的課題である。研究の遅れてい

る主な原因は、生理的条件下で平衡にある変性構

造の存在確率が一般に天然構造の 108分の 1程度 

(G≒50kJ/mol) で、通常の状態では捕えること

ができないことに起因する。 

しかし、私たちは、超好熱菌 Pyrococcus 

furiosus の 由 来 の Pyrrolidone Carboxyl 

Peptidase（以下 PCPと呼ぶ）は酸性領域で温度

条件を制御するだけで、1時間スケールのオーダ

ーで refolding の進行を抑制して「生理的条件下

で天然状態と平衡にある」変性状態を維持するこ

とが可能であることを示した。このことは、この

PCP は天然状態と平衡にある変性状態の構造を

理解する上で大変に好条件を備えたサンプルで

あることを示している。そこで、私たちは、この

refoldingを抑制して変性状態にある PCPの構造

を NMR測定によって解析した。この「生理的条

件下で天然状態と平衡にある」PCP の変性状態

を D1状態と呼んでいる。 

D1 状態の構造が詳細に NMR によって研究さ

れていることは、MD simulation 研究に有利であ

ると考えられる。完全ランダム構造から D1状態

への移行はいわゆる burst phase に相当して、

sec オーダーで進行することが実験的に確かめ

られている。一般蛋白質の refoldingの完成が sec

のオーダーであるのと比べれば、sec オーダな

らコンピュータ実験が可能な範囲である。これら

は、PCP の D1 状態の MD 実験が可能であるこ

とを示唆している。 

本研究では、当面、D1 状態での、MD 

simulation での平衡構造をもとめ、その構造が

NMR 実験で得られたものとの差異を検討するこ

とを考えている。 

２． 具体的な利用内容、計算方法 

 「簡易利用」は実質 9 月から始まり、12 月に

は割り当ての演算時間を消費しきる見通しであ

ったので、1 月からの「一般利用」を申請した。

その演算時間も 3 月中旬にはすべて消費できる

予定である。  

本研究では、PCPの D1状態（生理的条件での

変性構造）を作成するために、700-1000K で変

性させたのち、simulated annealing によって、

温度を下げ、常温より少し高い温度で MD 

simulation を行った。実験的には、pH2.3で 4℃

付近では、安定な D1状態が得られることが知ら

れている、そこで、コンピュータ実験では pH2.5

と pH2.0 でまず平衡温度をそれぞれ 350K と

300K に、更に、「一般利用」では、D1 状態に

より早く到達させるために 450K での MD 

simulation を行った。pH 条件は、WEB サーバ

ー”H++”(http://biophysics.cs.vt.edu) により、

非水素原子の 3 次元構造から蛋白質の

protonation 状態を解析することで制御する。酸

性領域での protonation は天然構造、種々の変性

構造での擬似的結果を用いた。具体的な計算方法

は、GROMACSを用いて MD simulation を行な

った。並列計算で force field に AMBER99sbを

用いた。「簡易利用」と合わせて、溶媒の水を含

めた種々の条件で400～700nsのMD simulation

を行った。本報告書では、MD 条件の履歴の異な

るものを、”試料状態”と呼ぶ。 

３． 結果 

 1000K での MD simulation では、5ns程度で

PCPの二次構造は見かけ上ほぼ破壊されていた。
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Fig. 2A.  PCA analysis of PCP structure 

at 450K 

 

Fig. 2B.  PCA analysis of PCP structure 

at 350K 

 

1000K で 3-10ns 後の数種の間隔での PCP を

simulated annealing の初期構造として、

300K(pH2.0)と 350K(pH2.5)で 200-350ns の

MD を行った。その間、ほぼ半分の試料状態に関

して、その構造での protonationの補正を行った。

いずれの構造も部分的な二次構造の回復が見ら

れた。更に、期待される平衡な D1状態を効率的

に得るために、これらの構造を一旦、700K で 1ns

走らせ、6種の試料状態に関して、450K での MD 

simulation を 300-400ns 行った。このうち 3 種

は途中の構造での protonation補正を行ったもの

である。 

 得られた構造データの解析から次の特徴を見

出すことができた。①450K の何れの試料状態に

おいても、二次構造の形成と崩壊の繰り返しの中

で Fig. 1 に示すように多くの二次構造の形成が

確認できた。このことは、450K でも、適当なト

ポロジーに置かれれば二次構造が形成しうるこ

とを示している。②慣性半径の MD trajectoryは

300K 及び 350K と 450K の場合で異なった特徴

が表れた。450K の場合は、いずれの初期構造に

かかわらず 100ns 以降の慣性半径は 15－20nm

の間に収斂した。しかし、低い温度では 200－

300ns 後においてもそのような収斂は見られな

かった。このことは、450K において、100ns 程

度で、天然構造に近い慣性半径に、収斂すること

を示している。③凡てのデータに関して、PCA

解析を行ったところ、450K の 1 種に、Fig. 2A

に示すように状態間を素早く行き来する平衡構

造が見られた。この条件で、温度を下げれば、課

題の PCPのD1状態である可能性を秘めている。

参考までに、同じ条件の 350K での PCA 解析の

結果を Fig. 2Bに示す。一方、他の 5種の 450K

での PCA解析は、Fig. 2Bに似たパターンを示し

た。しかし、450K で、更にMD を続ければ、Fig. 

2A のような安定な平衡構造が得られる可能性が

期待される。 

４． まとめ 

 1000Kで変性させたPCPを300Kないし400K

で、約 200ns simulated annealing の後、再度

700K の 1ns MD simulation で、構造を緩め、更

に 450KでMD simulationを行った。その結果、

比較的高い温度である 450K に関わらず、二次構

造が形成し、天然状態に近い慣性半径に折りたた

まることが分かった。少しずつ異なった６種の試

みの内、1種に関して、いくつかの安定な構造間

で揺らいでいる条件を PCA 解析で捕えることが

Fig. 1. PCP structure at 450K in the 

process of annealing simulation 
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できた。これは、期待している D1 状態の 450K

でのパターンの可能性がある。残りの 5種も、更

なる MD simulation の中で、そのような平衡系

に陥る可能性を示唆している。 

５． 今後の計画・展望 

 これまでに得られたデータ解析の結果は、引き

続く 450Kの MD simulation で、PCPの D1状

態を捕えることのできる可能性を示した。これら

の構造をNMR実験で得られた D1状態の構造の

特徴と対比させつつ、MD 実験を続行する。 

 具体的には、これまで進めてきた 6種の異なっ

た試料の状態からの 450K での MD simulation

を継続させ、安定な平衡構造の検索を行う。Fig. 

2A に示すような揺らぎの現象が他の 5 種でも起

こるかどうか確かめつつ進め、この揺らぎの実態

と安定な平衡状態の実態を解明する。450K の

MD trajectory の中から、PCA 解析と瞬時の二次

構造の状態などを判断基準に安定な平衡状態を、

検索、抽出する。その安定な平衡構造を出発物質

として、300K(pH2.0)または 350K(pH2.5)に温度

を下げて、MD simulation を続行する。より揺ら

ぎの少ない安定な平衡構造が得られるだろう。そ

れらの構造がNMR実験で得たものにどの程度近

似しているかを検討する。 

PCPの D1状態の構造は、生理的条件下で天然

構造と平衡にある変性構造と見なすことができ

るので、この MD simulation による PCPの構造

解析は他の蛋白質の天然状態と平衡にある変性

状態の構造解析の規範となりうる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


